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1 
1 UVOD 
Pridelava penečih vin se je od časa Don Perignona v 17. stoletju do danes zelo spremenila. 
Trende pitja penin ţe nekaj časa narekujejo potrošniki, ki ţelijo predvsem sveţa in 
lahkotnejša vina, s poudarjenimi sadnimi in cvetnimi notami (Giovenzana in sod., 2016). V 
ta namen so se raziskovalci in vinarji usmerili v razvoj in izboljšave tehnologij pridelave 
penečih vin, ki bi čim bolj ugodile končnim ţeljam potrošnikov. Ena izmed njih je 
zagotovo uporaba metode Martinotti-Charmat (krajše Charmat), ki zagotavlja krajši čas 
fermentacije in leţanja vina na droţeh, s čimer se ohranjajo preferenčno zahtevane 
karakteristike vina, penine pa so zaradi niţjih proizvodnih stroškov, ki jih prinese moţnost 
pridelave večjih količin, tudi cenejše in dostopnejše kupcem (Torchio in sod., 2012). 
 
V ţelji po aromatičnih notah lahko teţavo zelo hitro predstavljajo reduktivne ţveplove 
spojine, saj je njihova prisotnost v penini zaznavna ţe v najmanjših koncentracijah. 
Reduktivne ali hlapne ţveplove spojine predstavljajo kar 26–29 % vseh napak v pridelavi 
vin (Goode in Harrop, 2008). Nastajajo med procesom alkoholne fermentacije kot 
metaboliti kvasovk rodu Saccharomyces, na njihovo tvorbo in intenziteto pa vplivajo 
različni dejavniki. V vinu se običajno nahajajo v zelo majhnih koncentracijah, imajo zelo 
nizek prag zaznave in zelo negativen vpliv na senzorično kakovost vina. Najbolj znana in 
zastopana hlapna ţveplova spojina je vodikov sulfid (H2S), ki ga imenujemo tudi 
ţveplovodik, bekser, ali ţveplec, poznamo pa tudi druge ţveplove spojine, ki se nahajajo v 
vinu, to so merkaptani, dimetildisulfidi ipd. 
 
Kljub negativnim lastnostim, ki jih reduktivne spojine vina prinesejo, je njihovo 
preprečevanje dokaj enostavno, v kolikor je izvedeno pravočasno, s pravilnimi mehanizmi 
pridelave vina pa se jim lahko v celoti izognemo. Eden izmed teh je uporaba dušikovih 
hranil za kvasovke, saj je znano, da se koncentracija H2S v času alkoholne fermentacije 
(AF) drastično poveča v kolikor je vsebnost hranil v moštu zmanjšana (Jiranek in 
Langridge, 1995). S spremljanjem koncentracije dušikovih spojin v vinu in pravilnim 
dohranjevanjem vinskega mošta, lahko tako uspešno preprečimo prisotnost reduktivnih 






Kejţar V. Odvisnost pojava reduktivnih not v penečih vinih … kvasovk vrste Saccharomyces bayanus.  
 Mag. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za ţivilstvo, 2019 
2 
1.1 NAMEN NALOGE 
Namen naloge je bil spremljanje vsebnosti vodikovega sulfida v penečemu vinu pri 
različnih dodatkih dušikovih hranil (enostavna in kompleksna) in morebitno razliko v 
koncentraciji vodikovega sulfida v različnih fazah sekundarne alkoholne fermentacije. 
Ţeleli smo tudi poiskati zvezo med vrsto dodanega hranila in vsebnostjo vodikovega 
sulfida v penečemu vinu. Kompleksna hranila naj bi imela sposobnost preprečevanja 
pojava reduktivnih not v vinih, saj vsebujejo dodane komponente (aminokisline, vitamini, 
minerali…), ki preprečujejo kvasni celici sintezo molekul, ki povzročajo negativne 
vonjave, oziroma poskrbijo za boljše premagovanje stresnih dejavnikov, ki so pri peninah 
še toliko bolj izraziti (večje koncentracije etanola, visok tlak ipd.). 
 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
 
 Hipoteza 1: Koncentracije reduktivnih ţveplovih spojin v vinu bodo variirale glede 
na dodano količino in vrsto dušikovih hranil (enostavna ali kompleksna). 
 
 Hipoteza 2: V polsuhi penini (sec) bodo zaradi nekajdnevnega leţanja vina na 
droţeh večje koncentracije reduktivnih ţveplovih spojin kot pri muškatni penini. 
 
 Hipoteza 3: Koncentracije reduktivnih ţveplovih spojin bodo naraščale s časom 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 ŢVEPLOVE SPOJINE V VINU 
Ţveplove spojine tvorijo kvasne celice kot produkt metabolizma ţveplovsebujočih 
aminokislin v času alkoholne fermentacije, nastajajo pa lahko tudi v kasnejših procesih 
staranja vina v steklenici. Njihova povečana tvorba in kasnejše kopičenje v kvasni celici in 
vinu je lahko za vinarja zelo problematično, saj je pojav pogost in kompleksen (slika 1), 
zato je zelo pomembno, da se prekomerno tvorbo ţveplovih spojin čim prej omeji. 
 
Slika 1: Poenostavljena shema metabolizma ţveplovsebujočih aminokislin (cisteina in metionina) v kvasni 
celici in tvorba vodikovega disulfida (Harrop, 2017). 
 
Glede na kemijsko strukturo jih delimo na sulfide, polisulfide, heterociklične spojine, 
tioestre in tiole (Mestres in sod., 2000; Vermeulent in sod., 2005). Njihova prisotnost v 
vinu ni pogojena samo z metabolizmom ţveplovsebujočih aminokislin, pojavljajo se tudi 
kot posledica prisotnih sulfatov iz grozdja, sulfitov iz dodanega ţveplovega dioksida kot 
zaviralca oksidacijskih in mikrobioloških procesov med tehnološko shemo pridelave vina, 
ter ţvepla, ki se nahaja v pesticidih. Njihove senzorične lastnosti so odvisne od pozicije 
ţveplovega atoma v molekuli in koncentracije v vinu. V večini je prag zaznave 
ţveplovsebujočih spojin v vinu zelo nizek, zato so za neprijetne arome zadostne ţe zelo 
majhne vsebnosti, kot je razvidno iz preglednice 1 (Mestres in sod., 2000). Večina 
ţveplovih spojin daje vinu negativne lastnosti, kot so vonj po gnilih jajcih, zelju, čebuli, 
oţgani gumi ipd., čeprav lahko v zelo majhnih koncentracijah (nekaj µg/L) prispevajo h 
kompleksnosti in sortnosti nekaterih belih vin (Smith in sod., 2015). Obstajajo pa tudi 
določene ţveplove spojine, ki doprinesejo pozitivne arome jagode, pasijonke in grenivke in 
so v vinu zelo zaţelene (Swiegers in Pretorius, 2005).  
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Preglednica 1: Najpogostejše ţveplove spojine v vinu (Swiegers in Pretorius, 2005). 
Spojina Opisniki arome 
Prag zaznave 
arome (µg/L) 
Vsebnosti v vinu 
(µg /L) 
Vodikov sulfid Gnila jajca 30-80 >80 
Metantiol ali metil 
merkaptan 
Gnila jajca, zelje, 
ohrovt 
0,3 2,1-5,1 




























2.1.1 Hlapni tioli in glutation 
 
2.1.1.1 Hlapni tioli 
Tioli so organske spojine, ki vsebujejo funkcionalno skupino iz ţveplovega atoma, na 
katerega je vezan vodikov ion (sulfhidrilna skupina). Hlapni tioli spadajo med primarne ali 
sortne arome grozdja. To so tiste spojine, ki se nahajajo v grozdni jagodi in med 
tehnološko predelavo grozdja preidejo v mošt, kjer nato potečejo kemijske in encimske 
reakcije. Poznamo jih več vrst, najpomembnejši pa so: 
 
 4-merkapto-4-metilpentan-2-on (4MMP) 
 3-merkaptoheksan-1-ol (3MH) in 
 3-merkaptoheksil acetat (3MHA). 
 
Prisotnost hlapnih tiolov v vinu ni povezana z oksidacijskimi procesi, zato ne spadajo med 
napake vina. Ravno nasprotno, hlapni tioli vplivajo na sortno aromo in prispevajo k 
tropskemu karakterju vina (preglednica 2), v kolikor se v vinu nahajajo v zmernih 
koncentracijah (Dubourdieu in sod., 2000). Tiola 4MMP in 3MH se v grozdnem soku 
pojavljata v obliki nehlapnih nearomatičnih prekurzorjev v kovalentno vezanih oblikah (s 
cisteinom in glutationom), zato potrebujeta biokemijsko transformacijo v prosto obliko in 
šele takrat postaneta zaznavna (Subileau in sod., 2008). Reakcije potečejo v času alkoholne 
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fermentacije s pomočjo liaz kvasnih celic, ki katalizirajo njihovo pretvorbo v hlapne tiole 
(Cheynier in sod., 2010). Z odcepom od aminokislinskega ostanka nastaneta hlapna tiola 
4MMP in 3MH, medtem ko 3MHA nastane z esterifikacijo ocetne kisline z 3MH (Coetzee 
in Du Toit, 2012). Kvasne celice imajo različne sposobnosti sproščanja hlapnih tiolov iz 
prekurzorjev, in pretvarjanja tiola 3MH v acetatni ester 3MHA. Sposobnost je odvisna od 
inokulirane vrste kvasovk, tehnoloških pogojev AF (maceracija, uporaba inertnih plinov, 
ţveplanje mošta in vina…) in od količine prisotnih prekurzorjev – večja kot je njihova 
koncentracija v grozdju, večja je koncentracija tiolov v vinu (Murat in sod., 2001). 
Zanimiva je tudi reakcija (E)-2-heksenala, ki je prekurzor 3MH, z H2S, saj v prvih 24 urah 
AF poteče tvorba v hlapni tiol 3MH (Harsch in Gardner, 2013). 
 
Preglednica 2: Najpogostejši hlapni tioli v vinu (Sarrazin in sod., 2007). 




v vinu (ng/L) 













Howell in sod. (2004) so proučevali vpliv različnih vrst kvasovk rodu Saccharomyces na 
vsebnost sproščenih hlapnih tiolov v času AF v vinu. Dokazali so, da imajo nekatere vrste 
Saccharomyces bayanus in hibridi S. cerevisiae × S. bayanus večjo sposobnost sproščanja 
hlapnih tiolov kot nekatere vrste Saccharomyces cerevisiae, zato pravilna izbira 
selekcioniranih kvasovk igra veliko vlogo v aromatiki vina. 
 
2.1.1.2 Glutation  
Glutation (GSH) je ţveplovsebujoč tripeptid sestavljen iz aminokislin: cisteina, glicina in 
glutaminske kisline, zaradi proste sulfidrilne skupine (-SH) na cisteinskem ostanku pa ima 
sposobnost vezave molekul, ki bi drugače povzročile oksidacijo vina (Rollini in Manzoni, 
2006). 
 
Slika 2: Strukturna formula reducirane oblike glutationa (GSH) (Coetzee in Du Toit., 2012). 
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Več kot 90 % vsega GSH v vinu se pojavlja v reducirani obliki, lahko pa se nahaja tudi v 
oksidirani obliki (označena kot GSSG), kjer je z S-S mostičkom GSH povezan z drugo 
molekulo GSH) ali v oblikah mešanih disulfidov s cisteinom ali CoA (Fahey, 2001). Z 
zorenjem grozdja se vsebnost reducirane oblike GSH povečuje, nato pa se v času alkoholne 
fermentacije koncentracija GSH drastično zmanjša, saj ga kvasovke porabljajo kot vir 
ţvepla in dušika, ki ju potrebujejo za rast. V času zorenja na droţeh se z avtolizo kvasovk 
nekaj GSH vrne nazaj v vino, zato kvasovke, ki tvorijo večje koncentracije GSH, v večji 
meri prispevajo k sortnosti vina (z ohranjanjem hlapnih tiolov) in preprečujejo procese 
porjavenja (z vezavo o-kinonov) (Mattivi in sod., 2012). 
 
2.1.2 Vodikov sulfid in merkaptani 
 
2.1.2.1 Vodikov sulfid 
Vodikov sulfid (H2S) je najbolj znana ţveplova spojina v vinu, ki je izjemno hlapna, z 
vonjem po gnilih jajcih in zelo nizkim pragom zaznave (preglednica 1). Kvasna celica ga 
proizvaja kot produkt metabolizma anorganskih (sulfat ali sulfit) ali organskih (cistein ali 
glutation) ţveplovih spojin. Količina proizvedenega vodikovega sulfida je odvisna od vrste 
kvasovk, fermentacijskih pogojev, dostopnosti hranil in vsebnosti ţveplovih spojin v 
grozdnem moštu, največ pa ga nastane v začetni fazi AF, ko kvasna celica sintetizira 
ţveplovsebujoče aminokisline (Cordente in sod., 2012). V času rasti potrebuje kvasovka za 
svoj metabolizem organske oblike ţvepla, predvsem cistein, metionin, S-adenozil metionin 
in glutation. Ko je vsebnost teh spojin v celici v primanjkljaju, jih začne kvasovka 
sintetizirati sama iz anorganskih ţveplovih spojin, ki so akumulirane v grozdnem moštu. 
Njihova prisotnost je posledica enoloških postopkov, ki se jih posluţujejo vinarji, kot so 
škropljenje grozdja (ţveplo kot komponenta pesticidov), dodajanje ţveplovega dioksida 
kot zaviralca oksidativnih in mikrobioloških reakcij ter naravna prisotnost ţvepla v grozdni 




) je glavni vir ţvepla, ki ga kvasovka porablja med alkoholno fermentacijo, v 
grozdnem moštu pa se nahaja v koncentracijah med 160 in 400 mg/L (lahko tudi do 700 
mg/L) (Henschke in Jiranek, 1991). Poleg sulfata je glavni povzročitelj nastanka 
ţveplovodika med AF tudi sulfit (SO3
2-
), ki ga vinarji dodajajo v mošt kot protimikrobno 
in antioksidativno sredstvo. Sulfat se v anaerobnih pogojih reducira do sulfidne oblike (S
2-
) 
v nizu biokemijskih reakcij, ki jih katalizira pet različnih encimov (sulfat permeaza, ATP 
sulfurilaza, APS kinaza, PAPS reduktaza in sulfit reduktaza), medtem ko se sulfit (SO3
2-
) 
po transportu v matriks direktno reducira do sulfida (S
2-
), zato ga kvasna celica iz substrata 
porablja hitreje kot sulfat (Swiegers in Pretorius, 2007). 
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Slika 3: Shema metabolizma ţveplovih spojin v kvasni celici rodu Saccharomyces (Wang in sod., 2003). 
 
Nastali sulfid se nato lahko vključi v reakcije sintez ţveplovsebujočih aminokislin (cisteina 
in metionina), ki jih katalizira kar 22 različnih encimov. Te reakcije potečejo v reduktivnih 
razmerah in zadostni količini dušika v kvasni celici. Takrat se sulfid veţe z O-acetil 
serinom (iz serina), kjer tvori cistein, medtem ko ob vezavi z O-acetil homoserinom (iz 
asparaginske kisline) tvori homocistein, ki se lahko naprej pretvori v metionin ali cistein 
(slika 3). Če pa je vsebnost razpoloţljivega dušika v matriksu nezadostna, je posledično 
tako tudi s prekurzorji aminokislin cisteina in metionina (O-acetil serin in O-acetil 
homoserin). Takrat se vgrajevanje sulfida v aminokisline ustavi, ta pa se nato nalaga v 
celicah in sprosti v vino v obliki H2S (Swiegers in Pretorius, 2005).  
 
Čeprav je bilo do sedaj bilo mišljeno, da kvasne celice ob zadostni količini dušika v 
matriksu ne metabolizirajo cisteina, so Huang in sod. (2016) prvič pokazali novo 
metabolno pot, ki jo kvasovka vrši v začetku AF. Velike koncentracije cisteina so za celico 
toksične, zato je ta razvila mehanizem, kako ga čim hitreje metabolizira v H2S. Z 
ekspresijo gena TUM1, ki je odgovoren za katabolizem cisteina v H2S, se je koncentracija 
slednjega drastično povečala ţe v začetnem stadiju AF, in obratno ob utišanju gena. 
Čeprav je dokončno vlogo gena TUM1 v metabolizmu kvasovke potrebno še dokončno 
raziskati, bi ta lahko sluţil kot potencialna izboljšava aromatskega profila vina, saj H2S v 
prvih urah AF reagira z (E)-2-heksenalom iz grozdnih pecljev in tvori zelo zaţelen hlapni 
tiol 3-merkaptoheksan-1-ol (3MH) (Harsch in Gardner, 2013).  
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Vodikov sulfid lahko v celici nastaja tudi iz elementarnega ţvepla, ki je v moštu prisoten 
kot posledica obvladovanja oidija vinske trte (Erysiphe necator) in ostalih škodljivcev s 
fungicidi. V kolikor so upoštevane priporočene količine uporabljenega škropiva v 
vinogradu, redukcija ţvepla v vodikov sulfid ne poteče, saj je njegova količina v grozdni 
jagodi zanemarljiva (Thomas in sod., 1993). 
 
Tvorba vodikovega sulfida se med različnimi sevi kvasovk razlikuje. Odvisna je od 
njihovega metabolizma in genske zasnove, v vinarstvu pa predstavlja tvorba reduktivnih 
not enega izmed glavnih dejavnikov pri izbiri starterske kulture. Dokazano je, da ima 
odločilni vpliv na uspešno izpeljavo sekundarne AF v tehnologiji penečih vin, prav izbran 
sev kvasovke (Marti-Raga in sod., 2016). 
 
2.1.2.2 Merkaptani 
Skupaj z vodikovim in dimetil sulfidom predstavljajo merkaptani največjega povzročitelja 
reduktivnih not v vinih (Smith in sod., 2015).  V kolikor enologi ne ukrepajo pravočasno z 
odstranjevanjem vodikovega sulfida v vinu (z zračnim pretokom, uporabo bakrovega 
sulfata…), bo ta pričel reagirati z drugimi spojinami vina. V največji meri bo začel 
nastajati metantiol (metil merkaptan) v manjših količinah pa tudi etantiol (etil merkaptan). 
Njuna aroma spominja na kuhano zelje, ohrovt in čebulo, ter ima zelo nizek prag zaznave 
(preglednica 1) (Ugliano in sod., 2011). 
 
2.1.2.2.1 Etantiol 
Etil merkaptan ali etantiol nastaja v neposredni reakciji med vodikovim sulfidom in 
etanolom (1) v času alkoholne fermentacije (Kinzurik in sod., 2016). Čeprav ima niţji prag 
zaznave kot H2S, ga je ob morebitni sintezi dosti teţje odstraniti kot sam vodikov sulfid, 
zato je zelo priporočljiv pretok vina takoj po zaključeni AF (Ribéreau-Gayon in sod., 
2006).  
 
𝐶𝐻3 − 𝐶𝐻2𝑂𝐻  +   𝐻2𝑆   ⇌   𝐶𝐻3−𝐶𝐻2 − 𝑆𝐻  +   𝐻2𝑂               …(1) 
 
Na vsebnost etil merkaptana v vinu vpliva redoks potencial (EH) vina, ki lahko povzroči 
reverzibilno oksidacijo etantiola do dietil sulfida (2), ta pa povzroča še posebej neprijetne 
arome po česnu in čebuli, iz vina pa ga je teţko odstraniti saj je zelo nehlapen (Ribéreau-
Gayon in sod., 2006; Vela in sod., 2018).  
 
2 2𝐶2𝐻5𝑆𝐻  ⇌  𝐶2𝐻5 − 𝑆 − 𝑆 − 𝐶2𝐻5   +  2𝐻
+ +  2𝑒−  …(2) 
 
2.1.2.2.2 Metantiol  
Metantiol (metil merkaptan) povzroča posebej neprijeten vonj vina po gnilem zelju, 
ohrovtu in oţgani gumi, zadostne pa so ţe zelo majhne koncentracije.  
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Nastaja v začetni fazi AF iz aminokisline metionin po Ehrlichovi in demetiolazni poti, 
njegovo sintezo pa so podrobneje raziskali Zhang in sod. (2016).  
 
Reakcije transformacije metionina nadzoruje E3 ubikvitin ligaza (ki jo kodira gen 
HUWE1), ki je del ubikvitin proteasom sistema (Vittal in sod., 2015). Zhang in sod. (2016) 
so ugotovili, da produkt gena HUWE1 regulira delovanje encimov Ehrlichove in 
demetiolazne poti: aminotransferaz (ARO9, BAT1), dekarboksilaz (PDC1, PDC5, PDC6, 
ARO10) in demetiolaze (STR3) – γ-liaza, ki cepi kovalentno vez ogljika in ţvepla α-keto-
metiltiobutirične kisline (KMBA) v metantiol, ki lahko kasneje vodi v nastanek dimetil 
sulfidov (slika 4). Boljše razumevanje regulacije izraţanja gena HUWE1 lahko v bodoče 
doprinese h boljši kontroli nastajanja višjih alkoholov in njihovih metabolitov v času AF 
(Dombre in sod., 2015). 
 
 
Slika 4: Nastanek metantiola (metil merkaptana) in drugih ţveplovsebujočih spojin po Ehrlichovi in 
demetiolazni poti (Zhang in sod., 2016). 
 
Vsebnost metantiola se po končani AF lahko spreminja tudi glede na redoks potencial (EH) 
vina. V kolikor je ta visok (v času pretoka, pri slabem zamašku…), se bo metantiol 
reduciral do dimetil sulfida, ki ima 60-krat višji prag zaznave, zato bo reduktivna aroma 
vina izginila. V kolikor pa se bo kisik porabil (npr. pri ponovnem ţveplanju) bo EH 
ponovno zniţan in negativne vonjave se bodo vrnile (Zamora, 2010).  
 
2.1.3 Druge žveplovsebujoče spojine v vinu 
Druge ţveplovsebujoče spojine lahko v vinu nastajajo kot intermediati metabolizma 
kvasne celice ali pa v biokemijskih procesih v času zorenja in staranja vina. Tudi te spojine 
imajo zelo nizek prag zaznave, prisotne so v značilno majhnih koncentracijah (nekaj ng/L) 
in povzročajo negativne aromatske lastnosti (preglednica 1). 
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2.1.3.1 Metionol 
Količinsko najbolj zastopana ţveplova spojina v vinu je metionol (3-(metiltio)-propanol), 
saj lahko njegova koncentracija doseţe tudi do 5 mg/L. Spada med višje alkohole, njegova 
aroma pa spominja na krompir in kuhano zelje. Nastaja v reakcijah Ehrlichove poti z 
dekarboksilacijo α-keto-metiltiobutirične kisline (KMBA) v metional, ta pa se nato 
oksidira do metionola (Perpète in sod., 2006).  
 
2.1.3.2 Dietil sulfid  
Dietil sulfid (DES) je tioeter, ki nastaja v procesu oksidacije etantiola (etil merkaptana) in 
povzroča še posebej neprijetne arome po česnu in čebuli, iz vina pa ga je zelo teţko 
odstraniti. Reakcija poteče ob nizkem oksidacijsko-redukcijskem potencialu vina (EH) v 
času zorenja in staranja vina, lahko pa tudi tekom AF (Ribéreau-Gayon in sod., 2006). 
 
2.1.3.3 Dietil disulfid 
Dietil disulfid (DEDS) je spojina, katere vonj spominja na česen ali oţgano gumo. Nastaja 
v času AF in staranja vina iz vodikovega sulfida, kar so dokazali Kinzurik in sod. (2016) s 
sledenjem izotopsko označenega ţveplovega atoma (
34
S) v sulfatu. S pomočjo plinske 
kromatografije v povezavi z masno spektrometrijo (GC/MS) so nato ugotovili, da se 
ţveplov atom iz vodikovega sulfida direktno vgrajuje v DEDS, kot tudi v S-etil tioaetat in 
etil merkaptan (slika 6) (Kinzurik in sod., 2016). 
 
 
Slika 5: Strukturne formule preiskovanih spojin sintetiziranih iz vodikovega sulfida (Kinzurik in sod., 2016). 
 
2.1.3.4 Dimetil sulfid in disulfid 
Dimetil sulfid (DMS) je ţveplova spojina, ki v manjših koncentracijah spominja na črni 
ribez, rdeče sadje ali tartufe in s tem daje sortno aromo nekaterim rdečim vinom (sorte 
shiraz, grenache, merlot…) (Smith in sod., 2015), v večjih količinah pa vonj spominja na 
kuhano koruzo, šparglje in zelenjavne note (Mestres in sod., 2000). Nastaja v času staranja 
vina, medtem ko njegova sinteza še ni povsem pojasnjena; DMS naj bi se sintetiziral iz 
prekurzorjev S-metil metionina, ki se v vinu lahko nahaja v koncentracijah od nekaj µg/L 
do 5 mg/L (Loscos in sod., 2008). Tvorba dimetil sulfidov je povezana tudi z EH vina. Kot 
je prikazano na primeru dimetil disulfida (DMDS) (slika 6), se ta ob večjih koncentracijah 
kisika v vinu oksidira in reverzibilno reducira iz tiola v tioeter, kakor tudi DMS 
(Zoecklein, 2007). Pojavnost in zaznavnost merkaptanov in sulfidov v vinu je tako odvisna 
od EH vina, saj ta odloča, v kateri obliki (reducirani ali oksidirani) se bo spojina nahajala 
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(Vela in sod., 2018). Spojina DMDS se v vinu pojavlja v koncentracijah do nekaj ng/L, 
njen vonj pa spominja na kuhano zelje in ohrovt (Swiegers in Pretorius, 2005). 
 
 
Slika 6: Reverzibilna reakcija metantiola in DMDS v odvisnosti od redoks potenciala vina (Zoecklein, 2007). 
 
2.2 HRANILA ZA KVASOVKE 
Dušik predstavlja esencialno hranilo za kvasno celico, da lahko ta uspešno izvrši AF. 
Vključen je v glavne metabolne procese, predvsem v biosintezo proteinov, aminokislin, 
nukleotidov in ostalih metabolitov, vključno s hlapnimi spojinami vina. Dušikove spojine, 
ki v sodelujejo v metabolizmu kvasovk, označujemo kot asimilativni dušik ali YAN (ang. 
Yeast Assimilable Nitrogen), ki se v moštu nahaja v obliki amonijaka in aminokislin 
(proste alfa-aminokisline: alanin, arginin, treonin, serin, glutaminska in asparaginska 
kislina), njegova koncentracija pa je odvisna od geografske lege, podnebja, sorte in 
koreninskega sistema vinske trte, vinogradniških postopkov in dozorelosti ter 
zdravstvenega stanja grozdja (Gobert in sod., 2019). Splošno pomanjkanje dušikovih 
spojin v moštu, ki lahko privede do upočasnitve rasti kvasovk, upočasnitve in/ali 
zaustavitve AF, ter pospešeno sproščanje vodikovega sulfida, lahko preprečimo z dodatki 
ustreznih dušikovih hranil, ki jih lahko najdemo v različnih kombinacijah. Glede na 
sestavo poznamo najenostavnejša hranila, ki vsebujejo diamonijev hidrogenfosfat 
(NH4)2HPO4 (DAP) ali diamonijev sulfat (NH4)2SO4 (DAS); enostavna hranila, ki poleg 
omenjenih DAP in DAS vsebujejo tudi različne vitamine (tiamin, pantotensko kislino…); 
in kompleksnejša hranila, ki vsebujejo tudi avtolizate kvasovk, kvasni ekstrakt, 
avtolizirane celične stene kvasovk ipd., katerim pripisujemo različne funkcije (vezave 
toksičnih maščobnih kislin C6-C10, optimizacija fermentacijske kinetike…) (Košmerl, 
2017). 
 
2.3 MEHANIZMI PREPREČEVANJA NASTANKA REDUKTIVNIH NOT V VINIH 
Ker predstavljajo reduktivne spojine eno izmed največjih teţav vinarstva, je proučevanje 
mehanizmov sinteze teh spojin predmet številnih poskusov in raziskav. Predvsem je velik 
poudarek na proučevanje genskih predispozicij različnih vrst kvasovk in njihovih 
metabolnih poti, kot tudi vplivov različnih enoloških sredstev na zmanjševanje ţveplovih 
spojin v vinu. 
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2.3.1 Uporaba selekcioniranih kvasovk 
Vpliv uporabljene vrste kvasovk v procesu AF glede na sproščanje vodikovega sulfida v 
vinu je do sedaj ţe precej dobro raziskan. Barbosa in sod. (2012) so dokazali vpliv 
inokulirane vrste kvasovk glede na sproščanje vodikovega sulfida in sposobnost 
privzemanja dušikovih spojin tekom AF; uporabili so štiri različne vrste hranil: DAP, 
mešanico 19 aminokislin brez prolina (AA), mešanico 19 aminokislin brez prolina in 
metionina (AAw Met) in kombinacijo prvih dveh mešanic (AA + DAP). Ugotovili so, da 
imajo najboljše fermentacijske sposobnosti kot tudi minimalno sproščanje H2S in 
sposobnost privzemanja dušikovih hranil kvasovke vrste Saccharomyces bayanus EC1118 
(slika 7C) v primerjavi z ostalima uporabljenima sevoma kvasovke vrste Saccharomyces 
cerevisiae UCD522 (slika 7A) in PYCC4072 (slika 7B) (Barbosa in sod., 2012). 
 
 
Slika 7: Sproščanje H2S glede na inokuliran sev kvasovk  (A: UCD522, B: PYCC4072, C: EC1118) in 
dodatek različnih dušikovih hranil (Barbosa in sod., 2012). 
 
2.3.2 Uporaba hranil za kvasovke 
Najustreznejši način uporabe hranil za kvasovke v vinarstvu je vsekakor predhodna analiza 
vsebnosti prostega aminokislinskega dušika ali FAN (ang. Free Amino Nitrogen) v 
grozdnem soku ali moštu, in preračun v asimilativni dušik ali YAN. Majhne vsebnosti 
dostopnega dušika (predvsem amonijaka) vodijo v pospešeno tvorbo vodikovega sulfida, 
kar pa lahko uspešno preprečimo z dodatkom hranil za kvasovke. Na histogramu (slika 8) 
je prikazan učinek dodanega amonijaka po 16 urah AF, potem ko se je ta ţe dokončno 
porabil. Stopnja sproščanja vodikovega sulfida se je v trenutku porabe NH3 drastično 
povečala, vendar se je po dodatku NH3 takoj zmanjšala.  
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Ko je se je amonijak v moštu popolnoma porabil (po 20 urah AF), je koncentracija H2S 
zopet narasla (Jiranek in Langridge, 1995). 
 
Slika 8: Spremljanje koncentracije sproščenega vodikovega sulfida v odvisnosti od vsebnosti razpoloţljivega 
amonijaka v moštu (Jiranek in Langridge, 1995). 
 
Pred dodatkom hranila je potreben izračun odmerka, saj lahko npr. hranilo DAP vsebuje 21 
% dušika, kar znaša 20 mg YAN v 100 g DAP. Če ţelimo torej moštu, ki ţe vsebuje 100 
mg/L YAN, povečati koncentracijo YAN na 200 mg/L, moramo slednjemu dodati 500 
mg/L hranila DAP (Pretorious, 2007). V tem primeru se tveganje za upočasnjeno ali 
nedokončano AF in pojav H2S zmanjša za pribliţno 30 %. V kolikor pa je koncentracija 
YAN v moštu večja od 250 mg/L, je tveganje le še 14 % (Trioli, 1996). S pravilnim 
odmerkom tako poskrbimo za optimalne pogoje, v katerih bodo kvasovke vršile AF in ob 
tem tvorile zaţelene aromatske spojine vina kot je prikazano na sliki 9 (Pretorious in sod., 
2007). Pri dodatku DAP ne smemo pozabiti na vnašanje fosfatov v vino, saj ti predstavljajo 
pribliţno 75 % vsebnosti hranila DAP, v vinu pa koncentracija fosforne kisline ne sme 
presegati 1000 mg/L (izraţena kot P2O5) (Pravilnik o pogojih…, 2004). 
 
Eden od vzrokov za nastanek H2S je tudi pomanjkanje pantotenske kisline (vitamin B5), ki 
deluje kot aktivni del koencima A v procesu celičnega dihanja, zato se v kompleksnejših 
hranilih nahaja kot dodatek (Edwards in sod., 2007). Preseţek hranil lahko v vodi v 
prekomerno rast kvasovk in posledično upočasnitev tvorbe etanola, spremenjen aromatski 
profil vina; le-ta se kaţe kot večje koncentracije etil acetata prekrijejo estre s sadnimi 
notami in dajejo vonj po lepilu, tvorba etil karbamata (kancerogena spojina, ki se tvori v 
reakciji uree in etanola), biogenih aminov ipd., medtem ko je glavna posledica 
pomanjkanja hranil poleg upočasnjene AF, tvorba hlapnih ţveplovih spojin (Pretorious in 
sod., 2007). 
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Slika 9: Koncentracije hlapnih aromatičnih spojin v vinu po končani AF, v odvisnosti od začetne 
koncentracije YAN v moštu (Pretorious in sod., 2007). 
 
2.3.3 Enološki postopki in sredstva 
Za odstranjevanje reduktivnih not v vinu so dovoljeni enološki postopki in sredstva, ki se 
jih sme uporabljati v predpisanem obsegu, kot je navedeno v pravilniku (Pravilnik o 
pogojih…, 2004). V kolikor je pojavnost vodikovega sulfida v vinu v začetnih fazah, je 
njegova odstranitev relativno enostavna, kadar pa reakcije potečejo v smeri tvorbe 
merkaptanov in drugih kompleksnejših ţveplovih spojin, bo odstranitev iz vina vedno 
teţja.  
 
2.3.3.1 Zračni pretok 
Vodikov sulfid se v začetnem stadiju (takoj po AF) lahko odstrani z močnim zračnim 
pretokom preko bakrenega sita ali lijaka, kjer poteče oksidacija in ţveplo iz vina izhlapi 
(enačba 3): 
    
2𝐻2𝑆  +  𝑂2   →  2𝑆  +   2𝐻2𝑂                               …(3) 
 
2.3.3.2 Ţveplanje  
Po zračnem pretoku sledi dodatek ţvepla v obliki ţveplovega dioksida, kalijevega 
metabisulfita ali ţveplove(IV) kisline (enačba 4). V kombinaciji z zračnim pretokom je to 
najboljši način odstranjevanja vodikovega sulfida iz vina (Kaiser, 2010).  
 
2𝐻2𝑆  +  𝐻2𝑆𝑂3   →  3𝑆  +   3𝐻2𝑂   …(4) 
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Dodano ţveplo lahko ob nezadostnih količinah dušikovih hranil deluje tudi kod substrat za 
tvorbo vodikovega sulfida, v kolikor AF še poteka. Jiranek in Langridge (1995) sta v času 
AF, ko je celica celotno količino razpoloţljivega amonijaka ţe porabila, dodala sulfit 
(SO3
2-
). Količina sproščenega H2S v vinu se je tako povečala kar za šestkrat (slika 10). 
 
 
Slika 10: Tvorba H2S v času AF po porabi amonija in dodatku sulfita (Jiranek in Langridge, 1995). 
 
2.3.3.3 Dodatek bakrovega sulfata ali citrata 
Ob morebitni prisotnosti merkaptanov se lahko ti odstranijo z dodatkom bakrovega sulfata 
(CuSO4), katega dodatek je dovoljen do količine 1 g/hL (Pravilnik o pogojih…, 2004). 
Interakcija z vodikovim sulfidom (enačba 5) poteče takoj, medtem ko z merkaptani šele po 
nekaj dneh (Kaiser, 2010). 
 
 
𝐻2𝑆  +   𝐶𝑢𝑆𝑂4 ∙ 5𝐻2𝑂 →  𝐶𝑢𝑆  +  𝐻2𝑆𝑂3  …(5) 
 
Maksimalna dovoljena koncentracija bakra v vinu po evropski in slovenski zakonodaji je 1 
mg/L. Po mednarodnem kodeksu enološke prakse mora biti količina dodanega enološkega 
sredstva določena glede na t.i. čistilni predposkus, po indikaciji sredstva pa mora biti vino 
dodatno testirano na morebitne preostanke bakra. Te je potrebno odstraniti z dodatkom 
bentonita, kopolimerov polivinilimidazola-polivinilpirolidona (PVI/PVP), gumiarabike, 
kalijevega ferocianida (modro čiščenje) ali kalcijevega fitata (Košmerl, 2017). 
 
2.3.3.4 Dodatek srebrovega klorida 
Srebrov klorid (AgCl) poleg H2S in merkaptanov odstranjuje tudi dietil disulfide (DEDS), 
obdelava pa se izvaja na odgovornost enologa ali usposobljenega tehnika. Srebrov klorid, 
ki se dodaja vinu, je potrebno nanesti na inertni nosilec, kot so diatomejska zemlja, 
bentonit, kaolin ipd. Oborino je treba nato odstraniti z ustreznimi fizikalnimi postopki in 
obdelati v specializiranem sektorju, uporabo enološkega sredstva pa vpisati v evidence. 
Dodatek je dovoljen do količine 1 g/hL, medtem ko dovoljena koncentracija srebra v vinu 
ne sme preseči 0,1 mg/L (Delegirana uredba komisije…, 2015). 
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2.3.4 Uporaba gensko modificiranih kvasovk 
Ker predstavljajo reduktivne spojine velik problem v vinarstvu, ne preseneča, da so 
raziskave na področju genetike metabolizma gensko modificiranih kvasovk izjemno 
aktualne. Celoten metabolizem ţvepla preko različnih mehanizmov kontrolira 
intercelularna koncentracija cisteina. Ta nadzira prepis genov za asimilacijo sulfata 
(MET4) in sintezo ţveplovsebujočih aminokislin (GCN4) (Belda in sod., 2017). 
Spiropoulus in Bisson (2000) sta pokazala, da izraţanje gena MET17, ki kodira 
bifunkcionalni encim O-acetilserin/O-acetilhomoserin sulfhidrazo, občutno zmanjša 
produkcijo H2S tekom AF, saj se količina prekurzorjev ţveplovsebujočih aminokislin 
metionina in cisteina (O-acetilserin in O-acetilhomoserin) poveča. Pomanjkanje teh v celici 
povzroči zaustavitev redukcije sulfata pri sulfidu, ki  namesto, da bi se vgrajeval v 
ţveplovsebujoče AK, reducira do H2S in se sprosti v vino (Swiegers in Pretorius, 2005). 
Tudi izraţanje ostalih genov, ki sodelujejo v izgradnji ţveplovsebujočih AK, kot je npr. 
CYS4, ki kodira gen za sintezo cistationina (cistationin β-sintetaza), lahko zmanjša tvorbo 
H2S (Linderholm in sod., 2006).  
 
V Evropski uniji je uporaba gensko spremenjenih organizmov (GSO) pri proizvodnji ţivil 
strogo regulirana, Evropska komisija pa je sprejela več pravilnikov in direktiv, ki urejajo 
zakonodajno področje uporabe GSO. Aplikacija GSO je tako omejena tudi v vinarski 
panogi, saj 7. člen Pravilnika o integrirani pridelavi grozdja in vina (2002) navaja, da 
»pridelovalec pri pridelavi grozdja in vina ne sme uporabljati GSO in izdelkov, 
pridobljenih iz njih«. 
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 ZASNOVA POSKUSA 
 
Slika 11: Izvedba fermentacijskih poskusov s spremljajočimi analizami pridelanih penin. 
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3.2.1 Mošt in osnovno vino 
 
Praktični del poskusa smo izvedli v vinski kleti Puklavec Family Wines v Ormoţu na dveh 
različnih peninah: muškatna penina iz bele vinske sorte 'Muškat ottonel' in penina sec iz 
belih vinskih sort 'Chardonnay' in 'Beli pinot'. Vso grozdje je bilo pridelano v vinorodnem 
okolišu Prekmurje, letnik 2018.  
 
Mošta obeh vinskih sort sta bila predhodno fermentirana (primarna alkoholna 
fermentacija), stabilizirana na beljakovine, tartrate in kovine ter tipizirana v mesecu 
novembru 2018, ko smo opravili tudi fizikalno-kemijsko analizo v enološkem laboratoriju 
vinske kleti Puklavec Family Wines v Ormoţu. Podatki so zbrani v prilogi A. V začetku 
decembra smo izvedli sekundarno alkoholno fermentacijo osnovnega vina z inokulumom 
kvasovk vrste Saccharomyces bayans (proizvajalca Lallemnand za Danstar Ferment A. G.) 
in vrelnim likerjem (sladkor ter dušikova hranila). Vzorčenja in analize so bile tekom 
sekundarne alkoholne fermentacije opravljene trikrat, in sicer takoj pred začetkom AF, 
drugič pri 2 barih tlaka, tretjič pri 4 barih in zadnjič ob zaključku sekundarne AF (6 barov 
tlaka) v visokotlačnem tanku. Vzorce smo nato zamrznili in shranili na -18 °C za nadaljne 
analize vsebnosti vodikovega sulfida, ki smo jih izvedli na Inštitutu za hmeljarstvo in 
pivovarstvo Slovenije v Ţalcu. 
 
 
Slika 12: Visokotlačna fermentacijska tanka T4 in T5 s prostornino 10 000 litrov, v katera smo prečrpali 
osnovno vino chardonnay in beli pinot ter izvedli sekundarno fermentacijo. 
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3.2.2 Enološka sredstva 
 
3.2.2.1 Suhe aktivne kvasovke 
Za inokulacijo osnovnega vina smo uporabili kvasovke vrste Saccharomyces bayanus, 
proizvajalca Lallemnand za Danstar Ferment A. G. Kvasovka je bila selekcionirana na 
enološkem inštitutu »Institut Oenologie de Champagne« v Franciji in proizvedena na 
Danskem. Kvasovka je primerna tako za tradicionalno kot tudi Charmat metodo pridelave 
penečih vin, odlikuje pa jo predvsem dobra sposobnost ponovne fermentacije ob morebitni 
zaustavitvi in boljši metabolizem fruktoze v primerjavi z ostalimi kvasovkami za pridelavo 
penin. Učinkovito lahko deluje v stresnih fermentacijskih pogojih, kot so nizek pH, nizke 
temperature, visoke koncentracije alkohola, ima sposobnost fermentacije v razponu 8–30 
°C, dobre produkcije glicerola in zelo majhne tvorbe pene in hlapnih kislin (Lallemand 
Wine, 2019). 
 
3.2.2.2 Hranila za kvasovke 
Pred inokulacijo osnovnega vina v 10.000-L visokotlačnih fermentacijskih tankih smo v 
topli vodi rehidrirali hranili za kvasovke DAP in NUTRISTART ORG, proizvajalca 
Laffort. Hranilo NUTRISTART ORG je sestavljeno iz inaktiviranih kvasnih celic in 
aktivatorjev fermentacije, kot so vitamini B1, B3, B5 in B9 (tiamin, niacin, pantotenska in 
folna kislina), minerali in mikroelementi (magnezij, mangan, cink…), namenjeno pa je 
pospeševanju oziroma preprečevanju prepočasne fermentacije ali njene zaustavitve ter 
zmanjševanju produkcije SO2 in H2S (slika 13). Hranilo je 100 % organskega izvora, 
medtem ko predstavlja DAP (diamonijev hidrogenfosfat) mineralni izvor dušika za 




Slika 13: Primerjava dušikovih hranil DAP in NUTRISTART ORG glede na končne koncentracije 
sladkorjev in skupnega ţveplovega dioksida ob koncu alkoholne fermentacije (Laffort, 2019). 
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3.2.3 Kemikalije in reagenti 
 Etil metil sulfid (EMS), 97 %, za pripravo internega standarda (Sigma 
Aldrich, Švica) 
 H2O demineralizirana voda (razred III, ISO standard 3696: 1987) 
 Etanol, 96 % (Sigma Aldrich, Švica) 
 Natrijev sulfid, Na2S·9H2O, za pripravo standardne raztopine (Kemika, 
Hrvaška) 
 Natrijev tiosulfat, 0,1 M (Fluka, Nemčija) 
 Jod 0,05 M (Fluka, Nemčija) 
 HCl, 37 % (Sigma Aldrich, Nemčija) 
 Škrob za pripravo 1 % raztopine škrobovice (Merck, Nemčija) 
  
3.2.4 Laboratorijska oprema in aparature 
 analitska tehtnica (ED2245, Sartorius, Nemčija) 
 ultrazvočna kopel (Baudelin Sonorex, Nemčija) 
 avtomatske pipete 5 mL, 10 mL, 100 μL, 1000 μL (Brand, Nemčija) 
 merilne bučke 250 mL (Isolab, Nemčija) 
 injekcijska brizga (5 mL) 
 viale z gumijastimi tesnili in varovalnimi navoji (250 mL) 
 grelna kopel (Baudelin Sonorex, Nemčija) 
 plinski kromatograf HP 5890 A (Hewlett Packard, ZDA) 
 integrator HP 3396A (Hewlett Packard, ZDA) 
 kapilarna kolona HP-1 (25 m x 0,2 mm, 0,11 µm, Hewlett Packard, ZDA) 
 
3.2.5 Nastavitev fermentacijskega poskusa 
Osnovni vini sorte muškat ottonel in kombinacijo vin sorte chardonnay in beli pinot smo 
razdelili v štiri tanke po 10 000 litrov. Za vsako osnovno vino posebej smo nato v ločeni 
cisterni z mešalom pripravili vrelni nastavek (inokulum) iz vode, kvasovk, dušikovih 
hranil, vrelnega likerja in osnovnega vina po enakem postopku (preglednica 3), le da za 
osnovni vini v fermentacijkih tankih T1 in T5 v inokulum nismo dodali nobenih dušikovih 
hranil. V cisterno za pripravo vrelnega nastavka (inokuluma) smo najprej dodali 30 litrov 
neklorirane vode s temperaturo 39 °C, ki smo ji dodali 3 kg dušikovih hranil (v 
koncentraciji 30 g/hL) in sicer kompleksno hranilo NUTRISTART ORG za osnovno vino 
sorte muškat ottonel v fermentacijskem tanku T4 in enostavno hranilo DAP za osnovno 
vino sorte chardonnay in beli pinot v fermentacijskem tanku T6. V vrelni nastavek za 
osnovni vini v fermentacijskih tankih T1 in T5 nismo dodali nobenih hranil. V vodi smo po 
10 minutah rehidrirali 2 kg suhih aktivnih kvasovk (v koncentraciji 20 g/hL) in suspenzijo 
tudi večkrat premešali. V 20-litrski posodi smo med tem pripravili 16,3 litra vrelnega 
likerja, ki je vseboval mešanico osnovnega vina, saharoze in vinske kisline. Vrelni liker in 
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osnovno vino smo pričeli dodajati v cisterno za pripravo vrelnega nastavka po vsakem 
padcu sladkorne stopnje inokuluma za 2 enoti °Oe, v 10 % in kasneje 50 % skupne 
količine vrelnega nastavka, kot je prikazano v preglednici 3.  
 












 30 min 30 / / 30 
 10 min / 0,3 / 30,3 
10 % Padec °Oe za 2 enoti / 1,0 2,0 33,3 
10 % Padec °Oe za 2 enoti / 1,1 2,2 36,6 
10 % Padec °Oe za 2 enoti / 1,2 2,4 40,2 
50 % Padec °Oe za 2 enoti / 6,7 13,4 60,3 
50 % Padec °Oe za 2 enoti / 6,0 24,3 90,6 
50 % Padec °Oe za 2 enoti / / 36,3 126,9 
50 % Padec °Oe za 2 enoti / / 50,8 177,7 
50 % Padec °Oe za 2 enoti / / 71,1 248,8 
Legenda: / - brez dodatka  
 
 
Slika 14: Notranjost cisterne z mešalom v kateri smo pripravili vrelni nastavek za osnovno vino (levo) in 
spremljanje padca sladkorne stopnje z digitalnim refraktometrom (desno).  
 
Po končani pripravi vrelnega nastavka (248,8 L) smo pričeli s sočasnim prečrpavanjem z 
osnovnim vinom v 10 000-litrski visokotlačni tank, kjer je potekla sekundarna alkoholna 
fermentacija pri temperaturi 14,5 °C. Penini sta fermentirali pri enakih pogojih (bistrost, 
temperatura, mešanje…), vendar časovno različno: zaradi večje vsebnosti sladkorja je 
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muškatna penina fermentirala 16 dni, medtem ko je penina sec fermentirala 30 dni, 
vključno z leţanjem na droţeh nekaj dni. Visokotlačni tank je obe penini avtomatsko 
premešal dvakrat dnevno. Ko je tlak v fermentacijskih tankih T4 in T6 dosegel vrednost 1 
in 3 barov, smo v oba tanka dodali enaka odmerka dušikovih hranil v koncentraciji 30 
g/hL, ki smo jih predhodno raztopili v 30-litrih neklorirane vode, in sicer enostavno hranilo 
DAP v visokotlačni tank  T4 in kompleksno hranilo NUTRISTART ORG v visokotlačni 
tank T6. Tekom fermentacije smo vsaki šarţi pri dosegu določenega tlaka (1, 3 in 5 barov) 
odvzeli vzorec, ga ustrezno označili in hranili na temperaturi -20 °C. 
 
3.3 FIZIKALNO-KEMIJSKE METODE 
 
3.3.1 Analiza osnovne kemijske sestave vina z WineScanTM FOOS 
WineScan analizo mošta in vina smo opravili v enološkem laboratoriju vinske kleti 
Puklavec Family Wines. WineScan je sodobna naprava proizvajalca FOSS, ki omogoča 
hitre analize (pribliţno 60 sekund) grozdja, mošta ter vina. Omenjena analiza osnovne 
kemijske sestave vina zajema določitev: 
 relativne gostote vina, 
 masne koncentracije skupnega suhega ekstrakta, 
 vsebnosti alkohola,  
 vsebnosti CO2,  
 vsebnosti metanola, etil acetata in glicerola, 
 vsebnosti reducirajočih sladkorjev, 
 vrednosti pH, 
 masne koncentracije hlapnih in organskih kislin (vinska, citronska in 
jabolčna). 
 
3.3.2 Določanje vodikovega sulfida 
 
3.3.2.1 Priprava vzorca 
Določanje vodikovega sulfida v vinu smo opravili v laboratoriju za agrokemijo in 
pivovarstvo na Inštitutu za hmeljarstvo in pivovarstvo Slovenije v Ţalcu, po metodi, ki jo v 
laboratoriju uporabljajo za določanje ţveplovih spojin v pivu (Hong in sod., 2008). Vzorce 
vina, ki so bili predhodno hranjeni v zamrzovalniku (na temperaturi -20 °C), smo najprej 
odtalili in jih pri 5 °C, ko je matriks postal homogen, s pipetami odmerili v plinotesne viale 
s prostornino 150 mL, ki smo jih predhodno ohladili v zamrzovalniku. Pipetiranje hladnega 
vina (100 mL) je potekalo z minimalno moţnostjo zračenja, da so bile izgube vodikovega 
sulfida čim manjše, saj je ta izjemno hlapen tudi pri nizkih temperaturah, intenzivno pa se 
izgublja tudi z izhajanjem CO2 med penjenjem in iskrenjem vina (Park, 2008). Plastenke z 
vzorci smo zato ob odprtju takoj zavarovali s parafilmom, kot tudi viale, v katere smo 
vzorce odmerili, da smo preprečili vdor zraka in hlapenje vodikovega sulfida iz vina.  
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Takoj za tem smo vsakemu vzorcu dodali 0,5 mL internega standarda EMS (IS), ki smo ga 
do takrat hranili na 4 °C, vialo nemudoma neprodušno zaprli in zavarovali z navojem, ter 
vzorce termostatirali 30 min na 50 °C. Vsak vzorec smo pripravili posebej, z 10-minutnim 
zamikom med enim in drugim, da smo lahko ustvarili za vse enake pogoje, saj smo ţe ob 
minimalnih anomalijah pri pripravi vzorca (toplo vino, daljše ali krajše termostatiranje 
vina, neohlajen interni standard, neohlajene viale ipd.) izgubili ponovljivost in točnost 
metode. 
 
3.3.2.2 Kromatografska metoda – Tehnika nadprostora (HS) 
Tehnika nadprostora (angl. Headspace - HS) je tehnika vzorčenja plinaste faze vzorca, ki 
se razvije v viali nad raztopino vzorca. Ta vrsta analizne tehnike se uporablja za analizo 
lahko hlapnih organskih molekul v trdnih, tekočih ali plinastih vzorcih. Raztopino vzorca 
pripravimo v viali, ki vsebuje raztopljen vzorec v ustreznem topilu. Hlapne komponente 
prehajajo iz raztopine vzorca v plinasto fazo nad vzorcem, kjer se koncentrirajo do 
vzpostavitve ravnoteţja med obema fazama, teţje hlapne in nehlapne komponente pa 




Slika 15: Tehnika nadprostora (angl. Headspace) (Shear-Laude, 2019).  
 
Hlapno ţveplovo spojino vodikov sulfid smo analizirali s plinskim kromatografom s 
plamensko fotometričnim detektorjem. Temperaturni program na koloni je bil: 55 °C (2 
min) - 30 °C/min – 220 °C. Temperatura injektorja je bila 150 °C, temperatura detektorja 
pa 250 °C. Spojine smo nato identificirali na osnovi retencijskih časov (primerjava s 
standardi). 
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Slika 16: Potek priprave vzorca pred injiciranjem v kolono (Kfoury in sod., 2019). 
3.3.2.3 Priprava standardne raztopine H2S 
Za pripravo standardne raztopine natrijevega sulfida smo v 250 mL bučko zatehtali 0,1280 
g kristala Na2S·9H2O in dopolnili do oznake z demineralizirano vodo. Kristal smo nato s 
pomočjo ultrazvočne kopeli raztopili in pripravljeni raztopini določili natančno 
koncentracijo s titriranjem z raztopino natrijevega tiosulfata. 100 mL raztopine H2S smo 
odpipetirali v erlenmajerico in s pomočjo birete dodali točno 10 mL raztopine joda (0,05 
M) ter 1 mL HCl (1:4). Po 10 minutah smo dodali nekaj kapljic škrobovice in nato titrirali 
z natijevim tiosulfatom (0,1 M) do preskoka iz modre v brezbarvno. Nato smo iz enačbe 6 
izračunali natančno koncentracijo standardne raztopine H2S, ki je znašala 0,0625 g/L: 
 
  𝐶3 =  
𝐶1𝑉1− 0,5 𝐶2𝑉2
𝑉3
    …(6) 
 
 C1 = molarna koncentracija raztopine joda v molih na liter 
 V1 = volumen dodane raztopine joda v mililitrih 
 C2 =  molarna koncentracija raztopine natrijevega tiosulfata v molih na liter 
 V2 = volumen pri titraciji porabljene raztopine natrijevega tiosulfata 
 C3 = natančna koncentracija raztopine natrijevega tiosulfata v molih na liter 
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3.3.2.4 Priprava internega standarda EMS 
Za pripravo internega standarda (IS) etil metil sulfida (EMS) smo zatehtali 0,1231 g EMS 
v 50 mL bučko in dopolnili z absolutnim etanolom do oznake. Nato smo odvzeli 1 mL 
osnovne raztopine internega standarda in jo razredčili z 250 mL absolutnega etanola. 
Pripravljeno delovno raztopino EMS s koncentracijo 9,848 mg/L smo do uporabe hranili v 
temi na temperaturi 4 °C. 
 
3.3.2.5 Ponovljivost standardne raztopine H2S in internega standarda EMS 
Za določanje ponovljivosti smo v plinotesnih vialah pripravili serijo šestih vzorcev 
osnovnega vina z volumnom 100 mL, ki smo jim dodali enake volumne standardne 
raztopine H2S (200 µL) in internega standarda EMS (0,5 mL) z znanima koncentracijama. 
Vzorce smo segrevali v grelni kopeli pri 50°C 30 minut in jih nato nemudoma analizirali 
na plinskem kromatografu. 
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3.3.2.6 Umeritvena krivulja standardne raztopine H2S 
Za umeritveno krivuljo smo v plinotesnih vialah (slika 17) pripravili serijo vzorcev z 
naraščajočo koncentracijo standarda H2S v 100 mL osnovnega vina (preglednica 4), ki smo 
ga predhodno 15 minut prepihovali z dušikom, da smo odstranili morebitno ţe prisoten 
vodikov sulfid. Za osnovo umeritvene krivulje smo bili primorani uporabiti vino, saj v 
primerih dodatkov analitskih standardov v 10 % raztopino etanola, kot določa metoda za 
pripravo umeritvene krivulje, nismo dobili ponovljivih odzivov na kromatografu, razen 
internega standarda EMS. Vzorce smo nato segrevali v grelni kopeli pri 50°C, 30 minut in 
jih nemudoma analizirali na plinskem kromatografu.  
 





raztopine H2S v vinu 
(Vo.r. µL) 
Masna koncentracija H2S  v 
vinu (γ µg/L) 
Volumen dodanega 
vina (Vo.v.) (mL) 
1 0 slepi vzorec 100 
2 25 16,32 100 
3 50 32,65 100 
4 75 48,98 100 
5 125 81,63 100 
6 200 130,61 100 
7 300 195,91 100 
*Legenda: Vo.r. = volumen osnovne raztopine, Vo.v. = volumen osnovnega vina 
 
 
Slika 17: Priprava raztopin vina in standardnih raztopin H2S za umeritveno krivuljo.  
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3.4 Kvantitativna določitev H2S v vzorcih vina 
 
3.4.1 Iskanje ubežnikov z Dixonovim Q-testom 
Vzorce smo analizirali v paralelkah in sicer dve meritvi iz vsake plastenke, ki je 
predstavljala vzorec vina pri določenem tlaku, tekom sekundarne alkoholne fermentacije v 
visokotlačnem tanku. Na ta način smo za vsak vzorec dobili 4 meritve. Izmerjenim 
vrednostim smo najprej izračunali povprečje, standardni odklon in relativni standardni 










OM  meritev, ki jo opazujemo,  
NM  meritev, ki je najbliţje opazovani meritvi,  
MAX  največja meritev,  
MIN  najmanjša meritev. 
 
Navedena enačba velja v primeru, da imamo od tri do sedem meritev. Test lahko izvajamo 
pri 90 %, 95 % ali pri 99 % stopnji zaupanja. Kritične vrednosti pri posamezni stopnji 
zaupanja so navedene v preglednici 6. V primeru, da je Qeks > Qkrit, meritev izločimo. 
 
Preglednica 5: Kritične vrednosti za Dixonov Q-test, pri različnih stopnjah zaupanja (Zupan, 2009). 
Število meritev Qkrit (90 %) Qkrit (95 %) Qkrit (99 %) 
3 0,941 0,970 0,994 
4 0,765 0,829 0,926 
5 0,642 0,710 0,821 
6 0,560 0,625 0,740 
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3.4.2 Linearnost 
Linearnost je sposobnost metode, ki znotraj določenih mej daje monoton odnos med 
signalom in koncentracijo analita. Da smo linearnost potrdili, smo rezultate grafično 
prikazali na grafu umeritvene krivulje (slika 18), kjer smo na x-os nanesli neodvisno 
spremenljivko, torej koncentracijo analita (H2S), na y-os pa odvisno spremenljivko, 
izmerjen signal na kromatografu (površina kromatografskega vrha v pA∙s) (Zupan, 2009). 
 
3.4.3 Ponovljivost 
Iz izmerjenih površin kromatografskih vrhov in njim pripadajočih koncentracij standardnih 
raztopin H2S in internih standardov EMS smo izračunali povprečje, standardni odmik 
(enačba 8) in relativni standardni odmik (RSD) (enačba 9) šestih meritev vzorcev, ter 












∙ 100      …(9) 
 
kjer je: 
yi vrednost meritve, 
yi,p povprečje meritev, 
N število meritev. 
 
3.4.4 Meja zaznavnosti in meja določljivosti 
Meja zaznavnosti (LOD) predstavlja najniţjo koncentracijo analita v vzorcu, ki jo še lahko 
zaznamo, a je ne moremo kvantitativno ovrednotiti. Vrednost signala pri meji detekcije 
smo izračunali iz odseka in standardnega odmika ostankov po enačbah 10 in 11. 
 
yLOD = a + 3 ∙ sy/x               …(10) 
 





                   …(11) 
 
kjer je: 
sy/x standardni odmik ostankov, 
yi vrednost meritve za izbran xi, 
yi,t izračunana vrednost yi na podlagi umeritvene krivulje za izbran xi, 
N število meritev. 
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Meja določljivosti (LOQ) predstavlja najmanjšo moţno koncentracijo analita v vzorcu, ki 
jo še lahko z ustrezno natančnostjo in točnostjo kvantitativno določimo. Vrednost signala 
pri meji določljivosti smo izračunali tako kot pri meji detekcije, iz umeritvene krivulje in 
standardnega odmika ostankov po enačbi 12 (Zupan, 2009). Iz vrednosti signala pri meji 
določljivosti (yLOQ) smo nato izračunali mejo določljivosti (LOQ) po enačbi 12. 
 
 
yLOQ = a + 10 ∙ sy/x                  …(12) 
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4 REZULTATI Z RAZPRAVO 
V nadaljevanju magistrskega dela so prikazani rezultati fizikalno-kemijskih analiz vzorcev 
vina s tehniko nadprostora in analizo WineScan. Vzorci vina sorte muškat ottonel imajo 
oznake T4 in T5, medtem ko imajo vzorci vina sorte chardonnay in beli pinot oznake T1 in 
T6. Vzorca T1 in T5 sta kontrolna vzorca, pri katerih tekom sekundarne alkoholne 
fermentacije nismo dodajali nobenih hranil. 
 
4.1 Validacija metode 
V analiznih postopkih s tehniko nadprostora smo najprej validirali metodo in določili 
linearnost, ponovljivost, mejo zaznavnosti (LOD) in mejo določljivosti (LOQ). 
 
4.1.1 Linearnost 
Z metodo najmanjših kvadratov smo določili enačbo regresijske premice. Eden izmed 
pokazateljev linearnosti je korelacijski koeficient R. Bolj kot se R pribliţa k ±1, bolj 
linearna je premica. Za potrditev linearnosti velja, da mora biti R2 ≥ 0,99, kar smo tudi 
dosegli. 
 
Preglednica 6: Podatki za izris umeritvene krivulje; standardne raztopine H2S in pripadajoče ploščine 
kromatografskih vrhov za določitev točk umeritvene krivulje. 
Masna koncentracija H2S  v vinu  
(γ µg/L) 
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Preglednica 7: Določanje ponovljivosti metode z meritvami H2S in EMS v standardnih raztopinah. 
 Koncentracija reagentov v vzorcu (µg/L) 
Meritve 




1 106,22 50,77 
2 114,57 48,41 
3 113,15 52,27 
4 114,32 47,17 
5 110,40 48,47 
6 112,0 48,35 
Število meritev 6 6 
Povprečje (µg/L) 111,78 49,24 
Standardni odmik (µg/L) 3,13 1,89 
Relativni standardni odmik 
RSD (%) 
2,80 (≤ 20 %) 3,84 (≤ 20 %) 
 
Iz rezultatov lahko razberemo, da je RSD manjši od 4 % pri vseh analiziranih vzorcih 
standardne raztopine H2S in internega standarda EMS. Potrdimo lahko, da je metoda, pri 
pogojih ponovljivosti natančna, saj je RSD ≤ 20 %. Iz statistične analize rezultatov je 
razvidno, da je standardni odmik 3,13 µg/L pri srednji vrednosti 111,78 µg/L za 
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standardno raztopino H2S. Iz tega sklepamo, da je opravičljivo rezultate zaokroţevati na 
cela števila.  
 
4.1.3 Meja zaznavnosti in meja določljivost  
 
Iz vrednosti signala pri meji detekcije (yLOD) smo najprej izračunali mejo zaznavnosti 
(LOD), ki znaša 1,97 mg/L, nato pa še mejo določljivosti, ki znaša 6,57 mg/L. 
 
4.2 Identifikacija spojin na kromatogramu 
Vrhove na kromatogramu, pridobljenem z analizo na plinskem kromatografu GC 5890A, 
smo identificirali s standardno raztopino H2S in internim standardom (IS) EMS. Dobili 
smo dva kromatograma in sicer; prvi je predstavlja vzorec vina, kateremu smo dodali le 0,5 
mL internega standarda EMS, brez dodatka standardne raztopine H2S. Izraţena vrhova sta 
tako pripadala naravni vsebnosti H2S v vinu in dodanemu IS. Obe spojini sta bili lepo 
ločeni pri retencijskih časih 0,746 minute in 1,501 minute s površinami kromatografskih 
vrhov, kot je razvidno iz preglednice 8.  
 
Preglednica 8: Podatki meritev iz kromatograma vzorca vina z dodatkom internega standarda EMS in brez 
dodatka standardne raztopine H2S. 
Retencijski čas (RT) 




0,746 5263 H2S 
0,875 418962 šum 
1,501 47290 EMS 
 
Drugi kromatogram pa je predstavljal enak vzorec vina, le da smo temu poleg IS, dodali 
tudi 200 µL standardne raztopine H2S. Iz površine kromatograma pri retencijskem času 
0,749 minute, ki pripada spojini H2S, smo lahko iz površine kromatografskega vrha 
razbrali povečanje signala, ob dodatku 200 µL standardne raztopine H2S, medtem ko je 
odziv koncentracije internega standarda EMS ostal nespremenjen, tako glede retencijskega 
časa, kot tudi površine kromatograskega vrha, ki je bila v obeh meritvah zelo primerljiva 
(preglednici 8 in 9). 
 
Preglednica 9: Podatki meritev iz kromatograma vzorca vina z dodatkom internega standarda EMS in 
dodatkom 200 µL standardne raztopine H2S. 
Retencijski čas (RT) 




0,389 5746 šum 
0,753 494813 H2S 
1,505 38928 EMS 
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Ostalih lahko hlapnih ţveplovih spojin, ki se še nahajajo v vinu (metil merkaptan, etil 
merkaptan in DMS) ni bilo moč zaznati tekom kromatografske analize, saj se po internem 
standardu (EMS) na kromatografu več ni pokazal noben kromatografski vrh, kar nakazuje, 
da se razen H2S ni razvila nobena druga reduktivna ţveplova spojina.  
 
Slika 19 prikazuje kromatogram pridobljenem z analizo na novejšem plinskem 




Slika 19: Kromatogram vzorca vina z dodatkom IS in standardne raztopine izmerjen na GC-ju 6890.  
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4.2.1 Preračun izmerjenih vrednosti v koncentracije H2S 
Po ovrednotenju meritev s statističnimi parametri smo s pomočjo enačbe umeritvene 
krivulje (enačba 13) izračunali dejanske koncentracije H2S v naših vzorcih penečih vin, ki 
so podane v prilogi C. 
 
𝑦 = 242,08𝑥 − 3577,7               …(13) 
 
4.2.2 Interpretacija dobljenih rezultatov 
Iz koncentracij H2S v naših vzorcih penin, ki smo jih preračunali iz pripadajočih površin 
kromatografskih vrhov, je razvidno, da se tako pri muškatni penini kot tudi pri penini sec, 
koncentracija H2S tekom sekundarne alkoholne fermentacije zniţuje.  
 
4.2.2.1 Muškatna penina 
Pri muškatni penini se vsebnost H2S drastično zniţa ţe v prvem tednu sekundarne AF, ko 
se tlak v fermentacijskih tankih zviša za 2 bara (slika 20). Do konca sekundarne AF se 
koncentracija H2S v obeh tankih še naprej zniţuje. Z grafa je razvidno tudi malo 
počasnejše padanje koncentracije H2S v fermentacijskem tanku brez dodatkov hranila (tank 
T5), kot v fermentacijskem tanku T4, v katerega smo dodajali hranilo DAP.  
 
 
Slika 20: Padanje koncentracije H2S v muškatni penini tekom sekundarne AF pri naraščajočih vrednostih 



























Tlak v fermentacijskem tanku (bar)
Penina MO z dodatki hranila (tank T4)
Penina MO brez dodatkov hranila (tank T5)
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Z grafa, ki prikazuje potek sekundarne AF muškatne penine (slika 21) lahko razberemo, da 
se je tlak v obeh fermentacijskih tankih zviševal dokaj podobno, le da je penina v tanku T4, 
v katerega smo tekom AF v treh ločenih odmerkih dodali hranilo DAP, dosegla končni tlak 
6 barov 4 dni hitreje kot penina, v katero hranila nismo dodajali. Sekundarna AF je tako 
potekala 20 dni, medtem ko je penina v visokotlačnem tanku v katerega hranil nismo 
dodajali, fermentirala 24 dni.  
 
 
Slika 21: Naraščanje tlaka v fermentacijskih tankih T4 in T5 tekom sekundarne AF muškatni penini. 
 
Tekom sekundarne AF muškatne penine se je koncentracija vodikovega sulfida v obeh 
visokotlačnih tankih zniţevala zelo podobno, kljub temu da v tank T4 hranila DAP nismo 
dodajali. Morebiten razlog bi lahko pripisali relativno veliki vsebnosti YAN-a v osnovnem 
vinu, ki je znašal 161 mg N (dušika)/L (priloga A); je pa YAN je zagotovil dobre pogoje za 
fermentacijo tudi v tanku, kateremu hranila DAP nismo dodajali. Velike koncentracije 
izmerjenega vodikovega sulfida v obeh visokotlačnih tankih takoj na začetku sekundarne 
AF (pri tlaku 0 barov), ki se gibljejo okoli 0,5 mg/L, so lahko posledica zelo aktivnega 
metabolizma kvasnih celic, saj so bili vzorci tega vina odvzeti 1 dan po nastavku 
sekundarne alkoholne fermentacije. 
 
V tank T4 smo v treh odmerkih celokupno dodali 3 kg hranila DAP (30 g/hL), kar je v 10 
000-litrski fermentacijski posodi povečalo koncentracijo asimilativnega dušika (YAN-a) za 
250 mg N/L (skupni YAN je tako znašal 351 mg/L). V vzorcih penine iz te cisterne (T4) je 
bila končna vsebnost vodikovega sulfida tako za 50 µg/L manjša, kot v vzorcih penine, v 


















Penina MO z dodatki hranila (tank T4)
Penina MO brez dodatkov hranila (tank T5)
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je še vedno pod pragom človeške zaznave (80 µg/L), zato na končnega potrošnika ne 
vpliva.  
 
V obeh visokotlačnih tankih je sekundarna AF muškatne penine potekla hitro (v treh 
tednih) in brez teţav, kar je razvidno tudi iz zelo majhnih končnih koncentracij vodikovega 
sulfida, le nekaj µg/L. 
 
4.2.2.2 Penina sec 
Pri penini sec (vini cardonnay in beli pinot) lahko opazimo drugačno dinamiko metabolne 
tvorbe vodikovega sulfida kot pri muškatni penini. H2S se v fermentacijski cisterni v katero 
smo tekom sekundarne AF dodajali hranilo NUTRISTART ORG (tank T6) zniţuje zelo 
podobno kot pri muškatni penini v tanku T4 (z dodatki hranila). Vsebnost H2S se torej 
drastično zmanjša ţe v prvih dnevih sekundarne AF, ko se tlak v fermentacijskem tanku 
poviša za 2 bara (slika 22). V drugem fermentacijskem tanku, v katerega hranila nismo 
dodajali (tank T1), pa lahko vidimo, da se koncentracija H2S zniţuje počasneje in v 




Slika 22: Padanje koncentracije H2S v muškatni penini, tekom sekundarne AF pri naraščajočih vrednostih 
tlaka v fermentacijskih tankih T1 in T6. 
 
Z grafa, ki prikazuje potek sekundarne AF penine sec (slika 23) lahko razberemo, da se je 
tlak v prvih 10 dneh alkoholne fermentacije zviševal zelo sorazmerno, medtem ko je v 


























Tlak v fermentacijskem tanku (bar)
Penina CH+BP z dodatki hranila (tank T6)
Penina CH+BP brez dodatkov hranila (tank T1)
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hranila nismo dodajali. Z grafa je razvidno tudi, da penina v fermentacijskem tanku T1 ni 
dosegla končnega tlaka 5 barov, kot je bilo pričakovati.  
 
 
Slika 23: Naraščanje tlaka v fermentacijskih tankih T1 in T6 tekom sekundarne AF penine sec. 
Tekom sekundarne AF penine sec iz osnovnega vina chardonnay in beli pinot se je 
koncentracija vodikovega sulfida v obeh fermentacijskih posodah zniţevala zelo različno. 
Po začetni veliki vsebnosti H2S, se je le-ta v fermentacijskem tanku T6, v katerega smo ob 
začetku sekundarne AF dodali prvi odmerek hranila NUTRISTART ORG (v koncentraciji 
30 g/hL), v prvih 5 dneh fermentacije, ko je tlak narastel za 1 bar, zmanjšala skoraj za 
polovico (slika 22). Ob ponovnem dodatku hranila pri tlaku 1 bar, smo ponovno dodali 
hranilo (v odmerku 30 g/hL), kar je še dodatno vplivalo na zmanjšanje koncentracije H2S 
za kar tretjino začetne vrednosti. V naslednjih dneh sekundarne AF se je vsebnost H2S še 
naprej zmanjševala. Med tem smo v visokotlačni tank dodali zadnji odmerek hranila 
NUTRISTART pri 3 barih tlaka (v količini 30 g/hL, do konca fermentacije pa je bila 
doseţena vsebnost H2S, ki za končnega potrošnika ni več zaznavna, saj se nahaja pod mejo 
zaznave 80 µg/L. Kljub temu pa lahko v primerjavi z muškatno penino vidimo, da so v 
penini sec končne koncentracije H2S večje. Te so lahko posledica zorenja vina na droţeh 
zadnjih nekaj dni pred stekleničenjem ali pa nezadostna količina YAN-a tekom AF. 
Namreč, z enako količino (30 g/hL) dodatka hranila DAP in NUTRISTART ORG ne 
zagotovimo enakih koncentracij YAN-a v obeh fermentacijskih tankih. Za povečanje 
koncentracije YAN-a bi morali zato dodati skoraj dvakrat večji odmerek hranila 
NUTRISTART ORG, da bi zagotovili enako prehranjenost kvasovk v obeh poskusih; za 
povečanje koncentracije YAN-a v vinu za 1 mg N/L namreč potrebujemo 4,7 mg/L hranila 

















Penina CH+BP z dodatki hranila (tank T6)
Penina CH+BP brez dodatkov hranila (tank T1)
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V tanku T1, v katerega hranila nismo dodajali, je tekom sekundarne AF prihajalo do 
različnih teţav. Koncentracija H2S se je sicer zmanjševala, vendar počasneje (slika 22). 
Kvasne celice so na začetku AF imele na razpolago dušikova hranila iz osnovnega vina, 
kjer so dosegala koncentracijo okoli 105 mg N/L YAN-a (priloga B). Kot hranilo so 
kasneje lahko uporabile tudi dušik iz beljakovin kvasnih celic, saj je AF potekala dlje časa 
(38 dni), medtem pa se je ţivost celic v vinu zmanjšala. Proti koncu sekundarne AF je 
prišlo tudi do zaustavitve fermentacije, ki se je zgodila pri nekaj več kot 4 barih tlaka po 35 
dneh sekundarne AF. Ta penina končnega tlaka 5 barov ni dosegla, zato smo jo tako kot 
penino v tanku T6 izobarično filtrirali, dodali ekspedicijski liker in stekleničili. 
Stekleničena penina je tako vsebovala koncentracijo vodikovega sulfida v obsegu 140 
µg/L, ki je v vonju ţe zaznavna, vendar je zaradi kompleksnosti arom, ki so posledica 
zorenja penine na droţeh zadnjih nekaj dni, verjetno manj moteča, kot bi bila v muškatni 
penini, ki se ponaša s sveţimi in lahkotnejšimi aromami.   
Iz članka Honga in sod. (2008), po katerem smo izvedli našo analizo vsebnosti hlapnih 
ţveplovih spojin s tehniko nadprostora (angl. Headspace), lahko razberemo, da smo v 
našem poskusu zaznali le vodikov sulfid, medtem ko ostalih spojin (metantiola, etantiola in 
DMS-a) naš kromatograf ni zaznal. Glede na to, da so znanstveniki omenjene spojine 
določali v pivu, je povsem razumljivo, da jih v vinu (še) ni bilo moč zaznati. Medtem ko je 
prisotnost hlapnih ţveplovih spojin v pivu pričakovana in v manjših količinah celo 
zaţelena, je pri vinu drugače, saj so reduktivne spojine kot so merkaptani in kasneje DMS, 
DMDS, ipd., odraz slabega tehnološkega postopka pridelave vina, oziroma se ti v vinu 
pojavijo šele v času zorenja in staranja (Loscos in sod., 2008). V kolikor so zagotovljeni 
anoksični pogoji sekundarne AF in takojšnja odstranitev morebitnega vodikovega sulfida, 
je tako moţnost za razvoj ostalih reduktivnih spojin minimalna. Kot je razvidno iz 
znanstvenega članka, je tudi nam uspelo doseči linearnost metode in zelo nizki meji 
zaznavnosti (LOD) in določljivosti (LOQ) za vodikov sulfid, kar posredno nakazuje tudi 
na dobro občutljivost aparature, ki bi v primeru prisotnosti ostalih hlapnih ţveplovih spojin 
v naših vzorcih zaznala tudi te, saj smo analizo izvedli po protokolu, ki so ga napisali Hong 
in sod. Pri tem naj bi se namreč ob upoštevanju pogojev (kolona, temperaturni reţim, FPD 
detektor ipd.), na kromatografu po izrisu vodikovega sulfida, prikazali tudi kromatografski 
vrhovi drugih ţveplovih spojin, glede na njihovo hlapnost. V vrstnem redu naj bi se tako 
po kromatografskem vrhu vodikovega sulfida zvrstili metantiol, entantiol, DMS in na 
koncu interni standard EMS. Ker je naš kromatograf vseboval le 2 izrisana vrhova 
izmerjena z različnima plinskima kromatografoma, ki pripadata vodikovemu sulfidu in 
internemu standardu EMS, lahko sklepamo, da drugih ţveplovih spojin v penini ni bilo 
prisotnih, kar se tudi sklada z do sedaj dognanimi dejstvi, ki pravijo, da se teţje hlapne 
ţveplove spojine v vinu lahko razvijejo šele v kasnejših fazah zorenja in staranja vina. 
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4.2.3 Osnovna kemijska analiza vina z WineScanTM FOOS  
Iz podatkov kemijske sestave vina z WineScan
TM
 FOOS je razvidno, da je v obeh osnovnih 
vinih primerna začetna alkoholna stopnja (okoli 10 vol. %), kar predstavlja dobro izhodišče 
za končno alkoholno stopinjo penine, saj se tekom sekundarne alkoholne fermentacije 
vsebnost alkohola zviša le še za 1–2 vol %. Vrednost pH je v vseh osnovnih vinih okoli 
3,2, kar je malenkost nad priporočeno mejo vrednosti pH za pridelavo penin, ki znaša pod 
3. Zaţelene so tudi višje vsebnosti skupnih kislin (9–10 g/L, izraţena kot vinska kislina), ki 
pa so v naših osnovnih vinih malenkost niţja (5–7 g/L). S tem namenom smo pred 
začetkom sekundarne alkoholne fermentacije v vrelni nastavek (inokulum) dodali vinsko 
kislino, katere dodatek v mošt ali vino je zakonsko predpisan (Pravilnik o pogojih…, 
2004). Pomemben podatek je tudi vsebnost asimilativnega dušika v osnovnem vinu in sicer 
v vseh treh vinih ga je po primarni alkoholni fermentaciji ostalo še nekaj (v vrednostih 
100–150 mg N/L), kar je dobro izhodišče predvsem za vini,v kateri tekom sekundarne 
alkoholne fermentacije hranil nismo dodajali (vino sorte muškat ottonel v visokotlačnem 
tanku T5 in vino sorte chardonnay in beli pinot v visokotlačnem tanku T1). Tudi vsebnost 
etil acetata je v vseh vinih v zelo nizkih koncentracijah (pod 12 mg/L), kar nakazuje na 
uspešno izvedeno primarno alkoholno fermentacijo, saj vsebnost etil acetata v vinu 
nakazuje na prisotnost ocetnokislinskih bakterij v moštu in kasnejše negativne aromatične 
lastnosti vina (vonj po laku).  
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5 SKLEPI  
 Z dodatki hranil tekom sekundarne alkoholne fermentacije, kvasnim celicam 
omogočimo boljšo in laţjo izvedbo alkoholne fermentacije, saj jim s hranili 
zagotovimo potrebe po asimilativnem dušiku (YAN) v obliki alfa-aminokislin (FAN) 
in amonijevem  ionu (NH4
+
), ki jih kvasovke potrebujejo za izgradnjo celic in 
metabolne procese. 
 
 Pri fermentacijskem poskusu z muškatno penino, se je koncentracija H2S 
zmanjševala podobno v obeh poskusnih visokotlačnih tankih T4 in T5. Razlog za to 
je verjetno v relativno veliki začetni vsebnosti YAN-a v osnovnem vinu, ki je 
zagotovil dobre začetne pogoje tudi za kvasne celice v poskusnem tanku T5, ki 
hranila tekom sekundarne AF niso prejemale.  
 
 Pri fermentacijskem poskusu s penino sec, se je koncentracija H2S v poskusnih 
visokotlačnih tankih T1 in T6 zmanjševala zelo različno. V visokotlačnem tanku T1, 
v katerega hranila tekom sekundarne AF nismo dodajali, se je vsebnost vodikovega 
sulfida v vinu zmanjševala počasneje in v manjšem obsegu kot v visokotlačnem 
tanku T6, v katerega smo hranilo dodajali. Razlog za to je pomanjkanje 
asimilativnega dušika (YAN), kar je vodilo v oteţen metabolizem kvasnih celic in 
zaustavitev AF pri 4 barih, medtem ko je sekundarna AF penine, v katero smo 
hranilo dodajali, potekala brez teţav in zaustavitev. 
 
 Pri obeh peninah, ki smo jima tekom sekundarne AF dodali hranila (v visokotlačnih 
tankih T4 in T6), je bil tudi čas AF za pribl. 20 % krajši, kot pri peninah v katerih 
dodatkov hranila ni bilo, kar je razvidno iz hitrejšega dosega pričakovanega tlaka (za 
muškatno penino 6 barov in 5 barov za penino sec) v fermentacijskih tankih T4 in 
T6. 
 
 Majhne koncentracije H2S v pridelanih peninah lahko pripišemo dobri tehnologiji 
pridelave vina, ki jo premore vinska klet, saj ta zagotavlja dobre enološke prakse in 
zaprte kontrolirane sisteme za izvedbo alkoholne fermentacije brez prisotnosti kisika, 
z moţnostjo uravnavanja temperature v fermentacijski posodi, mešanja, kontroliranja 
vsebnosti CO2 (nadtlaka) ipd.  
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6 POVZETEK 
Dodatek dušikovih hranil tekom alkoholne fermentacije ostaja eden izmed glavnih 
postopkov zmanjševanja tvorbe reduktivnih not v vinu, predvsem vodikovega sulfida 
(H2S), ki predstavlja kar 26–29 % vseh napak, ki se v vinih pojavljajo. 
 
V fermentacijskem poskusu smo tekom pridelave dveh različnih vrst penin, spremljali 
razvoj reduktivnih ţveplovih spojin in opazovali razliko med peninami, ki so bile pridelane 
z ali brez dodatka hranil tekom sekundarne alkoholne fermentacije. Opazovali smo tudi 
morebitno razliko v tvorjenju ţveplovih spojin glede na uporabljeno enostavno (DAP) ali 
kompleksno dušikovo hranilo (NUTRISTART ORG). Pred začetkom fermentacijskega 
poskusa smo analizirali tudi osnovne fizikalno-kemijske parametre osnovnega vina, pri 
čemer smo se osredotočili predvsem na začetno vsebnost asimilativnega dušika v vinu 
(YAN). Vino smo tekom sekundarne AF tudi vzorčili in kasneje analizirali s tehniko 
nadprostora (angl. Headspace – HS). S to metodo smo izvedli identifikacijo in 
kvantifikacijo prisotnih reduktivnih ţveplovih spojin v peninah, ki so se razvile tekom 
sekundarne AF.  
 
Iz dobljenih kromatogramov smo ugotovili, da se je med procesom sekundarne AF v 
peninah izmed vseh reduktivnih ţveplovih spojin razvil le vodikov sulfid. Sproščanje tega 
je bilo najintenzivnejše v začetnih fazah AF, ko je metabolizem kvasnih celic 
najintenzivnejši. V poskusih, kjer smo tekom sekundarne AF dodajali hranila, se je 
vsebnost vodikovega sulfida zniţevala in do konca AF dosegla vrednosti le nekaj µg/L. 
Tudi v poskusu z muškatno penino, kjer hranila tekom AF nismo dodajali, je bila tvorba 
vodikovega sulfida podobna tisti v poskusu z dodatki hranil, kar je bila verjetno posledica 
zadostne predhodne vsebnosti razpoloţljivih dušikovih hranil v osnovnem vinu pred 
pričetkom sekundarne AF.  
 
Pri fermentacijskem poskusu pridelave penine sec, v katerem tekom sekundarne AF hranil 
nismo dodajali, pa smo opazili povečane vsebnosti vodikovega sulfida tako med kot tudi 
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Na koncu lahko potrdimo v začetku zastavljeno hipotezo 1, pri kateri smo predpostavljali, 
da bodo koncentracije reduktivnih ţveplovih spojin v penini variirale glede na dodano 
količino in vrsto dušikovih hranil. V penini, kjer smo tekom sekundarne AF dodajali 
enostavno hranilo DAP se je v primerjavi s penino, kjer smo dodajali kompleksno hranilo 
NUTRISTART ORG, vodikov sulfid razvijal v malenkost manjših količinah, saj smo z 
enakim odmerkom hranila pri obeh poskusih, zagotovili različni koncentraciji vsebovanega 
asimilativnega dušika v hranilu (tega je v hranilu DAP skoraj dvakrat več kot v hranilu 
NUTRISTART ORG). Še večja razlika pa je razvidna pri AF penine sec, kjer se v 
osnovnem vinu, v katerega hranil nismo dodajali, koncentracije vodikovega sulfida 
značilno večje, kot v penini, kje smo tekom sekundarne AF hranila dodajali.  
 
Tudi hipotezo 2, po kateri smo pričakovali, da bodo v penini sec zaradi nekajdnevnega 
leţanja vina na droţeh večje koncentracije reduktivnih ţveplovih spojin kot pri muškatni 
penini, lahko potrdimo. V vzorcih penine sec je bilo zaznati večje koncentracije 
vodikovega sulfida v zadnjih dneh sekundarne AF, ki so vključevali zorenje vina na 
droţeh, kot pri muškatni penini, kjer je sekundarna AF potekla brez večjih končnih 
vsebnosti vodikovega sulfida v vinu in brez zorenja na droţeh. 
 
Zadnjo hipotezo 3, pri kateri smo predpostavljali, da bodo koncentracije reduktivnih 
ţveplovih spojin s časom sekundarne alkoholne fermentacije naraščale, ovrţemo, saj se je 
dogodilo ravno obratno. V vseh štirih fermentacijskih poskusih smo bili priča 
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PRILOGE 
 
Priloga A: Osnovni fizikalno-kemijski parametri osnovnega vina sorte muškat ottonel, letnik 2018, dobljeni 
z WineScan (WSC) analizo v enološkem laboratoriju vinske kleti Puklavec Family Wines. 
Parameter Enota 
Vino sorte muškat 
ottonel 
Specifična gostota / 0,99226 
Etanol vol. % 10,07 
Sladkorna stopnja °Brix 0,14 
Skupni ekstrakt g/L 18,94 
Skupne kisline g/L, kot vinska kislina 5,43 
Hlapne kisline g/L, kot ocetna kislina 0,137 
Vinska kislina g/L 3,29 
Jabolčna kislina g/L 1,79 
Mlečna kislina g/L 0,23 
Citronska kislina g/L 0,206 
Glicerol g/L 3,47 
pH / 3,246 
FC indeks / 11,85 
YAN mg N/L 161 
CO2 g/L 2033,54 
Etil acetat mg/L 11,23 
Metanol mg/L 0,02 
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Priloga B: Osnovni fizikalno-kemijski parametri osnovnega vina sorte chardonnay in beli pinot, letnik 2018, 
dobljeni z WineScan (WSC) analizo v enološkem laboratoriju vinske kleti Puklavec Family Wines. 
Parameter Enota 
Vino sorte chardonnay in 
beli pinot T1 
Vino sorte chardonnay in 
beli pinot T6 
Specifična gostota / 1,00207 1,00149 
Sladkorna stopnja °Brix 42,66 41,39 
Etanol  vol. % 11,39 11,43 
Skupni ekstrakt g/L 42,66 41,39 
Skupne kisline g/L, kot vinska kislina 7,11 7,14 
Hlapne kisline g/L, kot ocetna kislina 0,247 0,246 
Vinska kislina g/L 2,52 2,52 
Jabolčna kislina g/L 3,18 3,20 
Mlečna kislina g/L 0,31 0,29 
Citronska kislina g/L 0,115 0,116 
Glicerol g/L 5,21 5,13 
pH / 3,257 3,255 
FC indeks / 10,25 11,43 
YAN mg N/L 100,54 110,75 
CO2 g/L 1358,75 1347,60 
Etil acetat mg/L 5,93 6,36 
Metanol mg/L 0,21 0,19 
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Priloga C: Koncentracije H2S v vzorcih muškatne penine iz visokotlačnih tankov T4 in T5 in statistični 
parametri meritev (povprečna vrednost, standardni odklon in relativna standardna deviacija (RSD). 
 
T4 MO PV T5 MO PV 
Koncentracija H2S (µg/L) 
571 





Povprečna vrednost 607 Povprečna vrednost 592 
Standardni odklon 101 Standardni odklon 47 
RSD (%) 17 RSD (%) 8 
    
Koncentracija H2S (µg/L) 
78 





Povprečna vrednost 83 Povprečna vrednost 146 
Standardni odklon 6 Standardni odklon 35 
RSD (%) 7 RSD (%) 24 
    
Koncentracija H2S (µg/L) 
32 





Povprečna vrednost 35 Povprečna vrednost 91 
Standardni odklon 3 Standardni odklon 6 
RSD (%) 10 RSD (%) 6 
    
Koncentracija H2S (µg/L) 
21 





Povprečna vrednost 25 Povprečna vrednost 73 
Standardni odklon 7 Standardni odklon 13 
RSD (%) 26 RSD (%) 17 
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Priloga D: Koncentracije H2S v vzorcih penine sec iz visokotlačnih tankov T1 in T6 in statistični parametri 
meritev (povprečna vrednost, standardni odklon in relativna standardna deviacija (RSD). 
 
T1 CH + BP PV T6 CH + BP PV 
Koncentracija H2S (µg/L) 
1276 





Povprečna vrednost 970 Povprečna vrednost 1039 
Standardni odklon 230 Standardni odklon 116 





Koncentracija H2S (µg/L) 
800 





Povprečna vrednost 771 Povprečna vrednost 271 
Standardni odklon 49 Standardni odklon 19 





Koncentracija H2S (µg/L) 
177 





Povprečna vrednost 197 Povprečna vrednost 67 
Standardni odklon 17 Standardni odklon 11 





Koncentracija H2S (µg/L) 
148 





Povprečna vrednost 141 Povprečna vrednost 48 
Standardni odklon 14 Standardni odklon 3 
RSD (%) 10 RSD (%) 6 
 
 
